异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）是一种治疗血液系统恶性肿瘤的有效手段，其目的是清除患者体内的异常克隆，用供者来源造血干细胞（HSC）替代患者体内的HSC，并重建供者来源的造血与免疫。供者HSC在患者体内的稳定植入是allo-HSCT获得成功的基础。部分患者移植后尽管已经转化为供者来源的造血，但造血延迟恢复或恢复不完全仍较为常见，即所谓的植入功能不良（Poor graft function, PGF）。PGF定义如下[@b1]--[@b2]：移植28 d以后，出现两系或三系细胞计数未达到植活标准（中性粒细胞绝对计数≥0.5×10^9^/L连续3 d且脱离G-CSF应用，PLT≥20×10^9^/L连续7 d且脱离血小板输注，HGB≥80 g/L且脱离红细胞输注）持续2周以上，骨髓检查提示骨髓增生低下，原发病处于缓解状态，细胞为完全供者嵌合，而无严重移植物抗宿主病（GVHD）和复发。

PGF的发生与移植前疾病状态、预处理强度、HSC数量、HLA相合程度、移植物来源、GVHD及病毒感染等很多因素相关，发生率为5%\~27%，常伴随着感染及出血等并发症的出现，严重影响allo-HSCT的预后[@b1]。随着近年来对造血微环境生物学特性及免疫学基础的研究，对其发病机制有了更为深入的了解。

一、免疫机制异常

1．细胞介导的反应：CD4^+^T细胞根据其分泌细胞因子的不同可分为Th1、Th2、Th17及调节性T细胞（Treg）4个亚群。Th1细胞通过分泌IL-2、IFN-γ、TNF-α等细胞因子激活细胞毒性T细胞（CTL）及巨噬细胞调节细胞免疫；Th2细胞主要分泌IL-4、IL-10等细胞因子，促进B细胞激活与分化并产生抗体，介导体液免疫[@b3]；Th17细胞主要分泌IL-17、TNF-α等募集活化的中性粒细胞，协同刺激T细胞活化；Treg细胞主要通过分泌IL-10、TGF-β负向调节免疫反应，其特异性转录因子Foxp3可通过结合Th17特异性转录因子RORγt抑制Th17细胞的活性。故Th1/Th2、Treg/Th17是两对相互制约的平衡体系，一旦平衡被打破，机体会发生免疫功能异常，引起炎症、肿瘤、免疫性疾病[@b4]。Wang等[@b5]对10例allo-HSCT后PGF患者、30例植入功能良好患者及15例健康供者的巢式对照研究发现，相较于植入功能良好组及健康对照组，PGF组的血清中IFN-γ水平升高、Th1和Tc1细胞比例增加，同时伴随IL-4水平降低、Th2和Tc2细胞比例下降，导致Th1/Th2、Tc1/Tc2比例明显升高。随后的研究还发现PGF组血清中IL-17水平升高，Th17/Treg比例也明显高于其他组[@b6]，提示Th1/Th2、Th17/Treg比例失衡可能是PGF的发病机制之一，推测与其造成1型免疫反应的发生、活化的CD8^+^细胞数目的增加及造血前体细胞的破坏相关。

2．抗体介导的反应：抗体介导的移植排斥取决于靶抗原的密度及抗体Fc域的能力，虽然接受allo-HSCT后患者体内可检测到预先形成的多种抗体，但目前只有抗供者特异性抗体（donor-specific antibodies, DSA）已被证明具有临床意义。DSA是患者接受器官/组织移植后体内产生的针对供者组织抗原的特异性抗体，是影响HSC植入及造血重建的重要因素之一[@b10]。Yoshihara等[@b11]利用群体反应性抗体检测单倍型移植前患者血清中的抗体，抗体阳性\[平均荧光强度（MFI）\>500\]标本进一步采用Luminex单抗原分析技术鉴定抗体的特异性，结果发现DSA阳性组患者的粒系重建率明显低于DSA阴性组（61.9%对94.4%，*P*=0.026），巨核系重建率亦显著低于阴性组（28.6%对79.6%，*P*=0.035）。Chang等[@b2]同样认为DSA阳性患者出现PGF风险增加，他们通过对DSA水平检测发现PGF发生率在MFI\>2 000组为27.3%，在MFI\<2 000组只有1.9%，且差异有统计学意义（*P*=0.003）。在实体器官移植中已有研究表明，体外将DSA与血管内皮细胞共培养可激活PI3/AKt及MAPK/ERK信号通路，刺激下游多种信号转导，引起内皮细胞抗凋亡和增殖，导致内皮细胞功能受损[@b12]。内皮细胞在allo-HSCT中不仅可促进骨髓微环境内造血细胞及造血基质的恢复，还可促进造血干/祖细胞归巢及植入后造血重建，由此推测DSA可能通过损伤内皮细胞引起移植物微血管病变，影响移植物功能，造成PGF，但其具体作用机制仍需进一步探究。

二、骨髓微环境受损

骨髓微环境是维护造血干细胞稳态的特殊微环境，已有研究提出骨髓微环境中主要存在成骨细胞为主要成员的骨内膜壁龛和血管内皮细胞为主要成员的血管壁龛。HSC位于骨髓微环境即HSC龛中，通过细胞------细胞、细胞------可溶性因子相互作用及信号通路调节自我更新和多向分化，维持骨髓造血功能动态平衡[@b13]。Kong等[@b14]对19例PGF与38例对照（移植后造血重建良好者）及15例健康志愿者的骨髓微环境进行比较发现，PGF组骨髓低增生明显高于其他组，其骨髓中CD34^+^细胞、血管内皮祖细胞、CD146^+^血管周围细胞及骨内膜细胞比例显著低于其他组，提示骨髓微环境受损可能是PGF的发病机制之一。

1．血管壁龛调节造血功能：血管壁龛分为小动脉龛和血窦龛，小动脉龛主要由NG2^+^ Nestin^bright^ α-smooth muscle actin^+^周细胞组成，高表达CXC趋化因子配体12（CXCL12），维持HSC静止；而血窦龛由VEGFR2^+^ VEGFR3^+^血窦内皮细胞及Nestin^dim^ Lepr^+^血管旁基质细胞组成，分泌大量Notch配体、CXCL12及干细胞因子（SCF），调节HSC增殖和迁移，维持HSC稳态[@b13],[@b15]。已有研究证实，小鼠接受allo-HSCT后，骨髓微环境的血管内皮细胞受到破坏，引起SCF分泌减少及CXCL12表达上调，从而抑制ckit活化，导致血管通透性增高及活性氧（ROS）的增加，影响供鼠来源HSC的植入及造血重建[@b16]。SCF是HSC在骨髓内扩增不可缺少的因子，血窦龛SCF表达缺失的转基因小鼠骨髓中HSC明显减少，骨髓移植后易出现PGF[@b17]--[@b18]。CXCL12属于趋化因子蛋白家族，高表达于血管旁基质细胞，低表达于内皮细胞[@b19]，可与HSC上的CXCR4结合促进HSC归巢，维持HSC处于静止状态[@b20]。AMD3100是一种CXCR4拮抗剂，能阻断CXCL12/CXCR4结合，进而动员HSC进入外周血循环并减少促炎因子释放，促进移植后造血重建[@b21]。Green等[@b22]研究发现，28例接受外周血干细胞移植的患者应用AMD3100后能更快地获得中性粒细胞及血小板重建（*P*=0.004），使TNF-α、TGF-β、IL-3、IFN-γ等炎症因子释放减少，而不增加毒副作用，由此可见血管内皮细胞龛及其分泌的多种因子参与移植后造血功能恢复。此外，为进一步证实骨髓微环境中内皮细胞损伤的修复作用及其对allo-HSCT造血重建的影响，Zeng等[@b23]在小鼠HSCT的同时联合输注供鼠来源的内皮祖细胞，可有效修复HSCT后受鼠骨髓窦内皮及微血管，减轻骨髓微环境损伤，进而促进其移植后的造血及免疫重建，并且能够明显减轻移植物抗宿主病所致的肠道和皮肤等损伤。

2．骨内膜龛调节造血功能：骨内膜通过细胞-细胞相互作用或释放相关可溶性因子，将HSC黏附在成骨细胞表面，从而调节其自我更新及增殖。成骨细胞产生TPO及Ang-1可通过结合长程造血干细胞（Long term-HSC, LT-HSC）表面受体MPL和Tie2传递信号，使定位于骨内膜的LT-HSC保持静止状态，维持干细胞特性[@b24]。此外，成骨细胞分泌的黏附分子N-cadherin也参与调节造血功能，Hosokawa等[@b25]通过shRNA干扰N-cadherin基因的表达发现，N-cadherin能够介导造血干细胞、成骨细胞及其他细胞相互作用，调节造血干/祖细胞的增殖，维持骨髓造血微环境稳态，对骨髓移植后的造血功能恢复起重要作用。成骨细胞分化产生的骨细胞也参与调节造血重建过程，通过选择性缺失Gsα，诱导G-CSF的生成，促进移植后粒系及巨核系的恢复[@b26]。

3．信号转导通路：Wnt信号通路：Wnt蛋白家族作为一种分泌型信号分子，参与HSC增殖分化及自我更新，影响骨髓移植后造血重建。Wnt蛋白通常与HSC表面的跨膜受体Frizzled和LRP-5/6结合，激活Dsh基因产物，从而招募GSK3β、Axin及Apc，抑制β-catenin的磷酸化，阻止其被泛素介导的降解过程，而后β-catenin可转移到核内，与转录因子LEF/TCF形成复合物激活下游靶基因，促进HSC的增殖与分化[@b27]。Wnt信号不同程度的活化会影响HSC的功能，当Wnt信号水平轻度高于正常时，HSC的增殖能力增强，移植后重建造血能力随之提高；当GSK3β、Axin或Apc突变引起Wnt信号过度激活时，就会造成HSC凋亡，引起PGF[@b28]。此外，Wnt蛋白家族特定配体Wnt3a能通过Wnt/β-catenin通路刺激C-kit^−^细胞增殖及自我更新，促进移植后髓系、淋系及红系重建[@b29]。

Notch信号通路：Notch通路通过调节细胞------细胞间的相互作用使细胞的分化和自我更新处于平衡状态进而控制HSC的增殖。Notch受体（Notch1-4）高表达于HSC上，而其配体Delta-like1-4、Jagged1、Jagged2高表达于造血微环境中，如骨髓基质细胞、成骨细胞和内皮细胞。当DSL介导Notch配------受体相互作用时，会引起Notch受体发生连续的蛋白水解过程，释放胞内区（NICD），NICD是受体的活化形式，可进入细胞核内，直接与转录因子CSL结合，形成复合体，从而促进靶基因Hes和Herp的转录，发挥调节造血功能的作用[@b30]。Tian等[@b31]利用新型Notch激活剂hD1R（包含Delta-like 1的DSL结构域和RGD九肽，前者负责与Notch受体结合，后者能靶向锚定于血管龛窦状内皮细胞表面）激活Notch信号通路，发现其可维持干细胞特性及相关细胞因子的表达，促进HSC增殖及自我更新，挽救放射线损伤及化学药物等应激造成的重度骨髓抑制，并能极大促进移植后髓内外造血重建。其机制可能是Notch信号能特异性识别CSF2RB2（GM-CSF、IL-3、IL-5三种细胞因子受体复合物βc亚单位的低亲和力共受体，本身可作为信号转导的关键分子）启动子序列上的RBP-J结合位点，促进CSF2RB2基因表达，活化下游JAK2/STAT5、Ras/Raf/MAPK、PI3K/Akt信号通路并调控细胞生存、增殖和分化，维持造血功能[@b32]。

JAK-STAT信号通路：JAK-STAT信号转导通路在造血干/祖细胞的生长、增殖和分化中具有重要意义。TPO可以与HSC上的c-mpl受体结合，激活JAK2，从而活化骨髓微环境中的STAT5，STAT5磷酸化有助于维持HSC的稳态。当患者STAT发生缺陷时，供者HSC分化受阻并失去自我更新及增殖的能力，引起PGF[@b33]。Sun等[@b34]研究发现，艾曲波帕作为一种非肽类c-mpl受体激动剂，能够促进小鼠体内外HSC扩增及移植后三系造血恢复，可能与其激活JAK-STAT通路，诱导STAT5磷酸化有关。国外也有个案报道，allo-HSCT后出现PGF的患者在移植后72 d（+72 d）应用艾曲波帕治疗后，分别于+110 d、+130 d、+200 d实现巨核系、红系及粒系重建，应用此药1年未发生不良反应或不耐受，且疗效良好，停药后仍能维持持久应答，但其起效时间、疗程、疗效及安全性尚不明确[@b35]。

4．氧平衡状态：正常骨髓微环境处于低氧状态，氧浓度为1%\~6%，有利于维持HSC的自我更新，防止氧化过激。ROS是细胞有氧呼吸或其他酶促反应的产物，通常以超氧阴离子、过氧化氢和羟自由基三种主要形式存在，其参与细胞周期、细胞动员及造血重建的调控[@b36]。Kong等[@b37]研究发现骨髓微环境中ROS水平升高会导致造血干/祖细胞耗竭而引起PGF，可能与其通过p53/p21途径造成CD34^+^细胞DNA双链断裂、破坏有关；Miao等[@b38]在骨髓移植实验中证明在供鼠HSC中高表达一些清除活性氧分子的酶（如过氧化物歧化酶或过氧化氢酶），可以抵抗γ射线照射后受体鼠内产生的活性氧的影响，增强植入的造血干细胞重建骨髓造血的功能。此外，骨髓微环境中氧浓度对造血调控也有着不可忽视的作用。移植前预处理会引起细胞大量减少，并能显著降低氧耗，造成骨髓微环境氧浓度短暂升高，使基质细胞维持相对高水平的HIF-1α，从而下调N-cadherin水平，为造血重建提供合适的时间窗，一旦造血重建开始，随着氧耗的增加，骨髓微环境恢复低氧状态，进而达到稳态[@b39]。因此，骨髓微环境氧平衡状态参与调控造血重建过程，延迟低氧状态的恢复、维持ROS水平稳定可能为移植后造血重建提供潜在靶点。

三、结语

综上所述，allo-HSCT后PGF发生可能与以下机制相关：①异体免疫机制异常：如Th1/Th2、Th17/Treg比例失衡引起细胞因子水平变化及造血干/祖细胞破坏，DSA损伤血管内皮细胞影响造血功能恢复；②骨髓微环境受损：如各种基质细胞及相关因子对HSC的调控、信号转导通路的异常激活、氧化应激等。尽管近年来对PGF发生机制的研究已有部分进展，但仍有许多亟待解决的问题，比如骨髓微环境中各种细胞及分子是如何相互协调、PGF与GVHD的相关性、其他免疫细胞及细胞因子是否参与其中等。目前，PGF尚无标准治疗方案，现有的治疗方法包括造血生长因子、二次供者细胞治疗、间充质干细胞输注等，但其疗效仍需大规模临床研究予以证实。
